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論　文　の　内　容　の　要　旨
目　　的：
　シトクロム P450（CYP）など異物代謝第 1相の酵素の誘導は転写因子 AhRと ARNTに依存している
が，その応答能は動物種間や株間に多くの差異が見られ複雑な調節機構が存在している。本研究は，ヒト
肝癌由来の SK-HEP-1細胞が AhRと ARNTを発現しており，XREコンセンサス配列への結合能も正常と
思われるにもかかわらず，CYPなどの代謝酵素の誘導剤として知られるダイオキシン TCDD（2，3，7，
8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin）に応答できない仕組みについて調べることを目的とした。
対象と方法：
　SK-HEP-1細胞における転写調節因子 AhR，ARNTと AhRR，標的遺伝子の CYP1ファミリー mRNAの発
現と誘導は RT-PCR法にて検討した。TCDDや AhRのアンタゴニストである α-ナフトフラボン（ANF）に
対する応答をモニターするために，細胞に XRE依存的なレポーター遺伝子を組込んだプラスミドベクター
を導入した。また，AhRや ARNTの発現ベクターを XRE依存的なレポーター遺伝子と共導入し，TCDD
の効果を検討した。CYP1A1発現ベクターを作製して SK-HEP-1細胞にトランスフェクションし，安定形
質発現株を複数単離した。これらの細胞における TCDDに対する応答性をレポーターアッセイと CYP1B1 
mRNAを定量することにより検討した。
結　　果：
　ヒト肝由来の HepG2細胞は，TCDDに反応して AhRと ARNTに依存した XREを介する AhRR，
CYP1A1，CYP1A2など標的遺伝子の転写活性化が見られる。一方，SK-HEP-1細胞は AhRと ARNTが発現
しているにもかかわらず CYP1A1と CYP1A2の発現は見られず，CYP1B1の一定レベルの発現が見られた。
また，TCDDによる XRE依存的なレポーター遺伝子の誘導は認められなかったが，アンタゴニストである
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ANFが転写活性レベルを濃度依存的に抑制することが明らかとなった。AhR発現ベクターの共導入により，
XRE依存的なレポーター遺伝子の転写活性レベルは顕著に上昇したが，TCDDによる誘導効果は見られな
かった。これらの結果から本細胞においては AhRが活性化された状態であることが示唆された。そこで，
AhR活性化リガンドがすでに過剰に存在しているために TCDDの添加効果が見られないという仮説を考
え，そのリガンドを代謝する酵素として本細胞に発現していない CYP1A1を考えた。そこで，CYP1A1の強
制発現株を作製分離したところ，TCDD添加による XRE依存的なレポーター遺伝子の誘導および CYP1B1 
mRNAの誘導が確認された。
考　　察：
　SK-HEP-1細胞においては，CYPファミリーの CYP1A1と CYP1A2が発現していないため，これらの基
質となる内在性リガンドが代謝されずに細胞内に蓄積し AhRを定常的に活性化していることが予想され
る。そのため外来性リガンドである TCDDを加えても標的遺伝子である AhRRと CYP1B1のそれ以上の誘
導が見られないと考えて矛盾しない。CYP1A1強制発現株では TCDDによる XRE依存的なレポーター遺伝
子の誘導および CYP1B1 mRNAの誘導が認められたことは上記の考えを支持している。これらの結果から
CYP1A1の発現が SK-HEP-1細胞における AhRに依存した XREエレメントを介した TCDD応答性には必要
である事が示された。TCDD応答性における CYP1A1の役割は AhRの内在性リガンドの代謝であると考え
られ，一定レベル発現している CYP1B1はそれには寄与していない事が示唆された。
結　　論：
　SK-HEP-1細胞では CYP1A1発現の欠如により，AhRの活性化内在性リガンドの代謝が出来なくなってお
り，それによって標的遺伝子 CYP1B1の定常的な発現が見られ，外来性リガンドの TCDDによる AhRのさ
らなる活性化が起きないために CYP1B1の発現亢進が起きないと考えた。TCDDに対する細胞の感受性の
違いを説明する一つの例と考えられる。
審　査　の　結　果　の　要　旨
　本研究は，ヒト肝ガン由来の SK-HEP-1細胞がダイオキシン TCDDの被爆により CYP1B1などの異物代
謝酵素を誘導する効果を示さない仕組みについて丁寧に解析し，ダイオキシンによる異物代謝酵素誘導の複
雑な調節機構の一端を示した点で興味深い研究成果であり，すでに専門誌に公表され高い評価を受けている。
ただし，用いた細胞は肝細胞のモデルとはなりにくい特殊な細胞であり直接臨床応用とは結びつきにくい。
また，実験結果を矛盾なく説明する考え方を提示した点は評価できるが，CYP1A1で代謝され CYP1B1では
代謝されない内在性リガンドの実体については証明がなく，AhRの核への移行や CYP1B1以外の標的遺伝
子の誘導調節についてはふれていないので，本仮説に関しては今後の検証が必要と思われる。
　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
